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Wechselwirkungen zwischen fordernden und
hemmenden Substanzen der Blutgerinnung

Es ist bekannt, dass eine Thrombokinase in Gegen-
wart einer zweiten anderer Herkunft Plasma in kiirzerer
Zeit zur Gerinnung bringen kann, als wenn sie allein in
optimaler Menge verwendet wird!. Ahnliche Aktivitits-
steigerungen konnen auch nach Zugabe von an sich in-
aktivem Serum? oder von verschiedenen, in der Litera-
tur beschriebenen Faktoren® erzielt werden. Die dabei
wirksamen Stoffe sind in ihrer chemischen Natur unbe-
kannt. Die Mitteilung eines dhnlichen Phinomens mit
chemisch teils gut definierten Substanzen, die physiologi-
scherweise vorkommen und deren eine stark gerinnungs-
verzdgernd wirkt, ist von besonderem Interesse.

An den zu beschreibenden Reaktionen, die mit Hiih-
nerplasma als Gerinnungssubstrat ausgefiihrt wurden,
nehmen u.a. der aus Schweinehirn hergestellte, lipoide,
thermostabile Aktivator und der Aminoalkohol Sphin-
gosin teil. Der genannte Aktivator beschleunigt die
Gerinnung von Hiihnerplasma und ist der stéindige Be-
gleiter der Kephaline, ohne jedoch mit dem eigentlichen
Kephalin identisch zu sein®. Die zweite Substanz,
Sphingosin, verzégert die Gerinnung stark,; sie findet
sich stets als mehr oder weniger starke Verunreinigung
des Sphingomyelins. Diesem Umstand ist vermutlich
die von CHARGAFF® beobachtete, gerinnungshemmende
Wirkung der Sphingomyeline zuzuschreiben, da wir
fanden, dass reine, sphingosinfreie Priparate keinerlei
Einfluss auf die Gerinnung ausiiben®. Die verwendeten
Thrombokinasen sind in der Tabelle aufgefiihrt,

Wir beobachteten regelmissig, dass die Verkiirzung
der Gerinnungszeit des Plasmas durch den lipoiden Ge-
rinnungsaktivator dann vergrossert ist, wenn das Ge-
rinnungsmilieu gleichzeitig Sphingosin enthilt. Gleiche
Mengen Sphingosin allein verzdgern dagegen die Ge-
rinnung des Plasmas bis zu 24 h”. Wird das Plasma vor
Zugabe des lipoiden Gerinnungsaktivators wéhrend
einer Stunde mit Sphingosin bei 39°C inkubiert, so
verkiirzen sich die Gerinnungszeiten auf */,~1/; der chne
Inkubation erhaltenen Werte. Die 4. Spalte der Tabelle
demonstriert dieses «Inkubationseffekt» genannte Phi-
nomen. Aus den Werten der horizontalen, jeweils zu-
sammengehdrigen Reihen ¢ und b, die innerhalb eines
Versuches mit ein und demselben Plasma erhalten wur-
den, ist ersichtlich, dass der Einfluss selbst der doppelten
Menge Sphingosin unter den gegebenen Versuchsbe-
dingungen gering ist.

Nach Inkubation des lipoiden Aktivators mit Sphin-
gosin ist die Aktivitit dieser Mischung gegeniiber Plasma
unverdndert. Es muss somit am Zustandekommen des
Inkubationsefiektes ein Bestandteil des Plasmas mit-
wirken®.

Weitere Versuche zeigten, dass die beschleunigte
Gerinnung in gleichem Ausmass auch durch direkte
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Zugabe bestimmter Thrombokinasen erzielt werden
kann. Bei gleichzeitigem Zufiigen von lipoidem Aktivator,
Sphingosin und Thrombokinase aus Rinderlunge oder
menschlicher Plazenta werden also ohne vorhergehende
Inkubation des Plasmas mit Sphingosin Gerinnungszeiten
erhalten (Spalte 6), die ebenso kurz sind wie diejenigen,
die der lipoide Aktivator mit Plasma nach dessen ein-
stiindiger Inkubation mit Sphingosin ergibt (Spalte 4).
Wie der Versuch 25 zeigt, ist hierfiir zuweilen diedoppelte
Sphingosinkonzentration erforderlich.

Der lipoide Aktivator, zusammen mit Thrombokinase
aus Rinderlunge oder menschlicher Plazenta, gibt mit
sphingosinhaltigem Plasma vor und nach Inkubation
praktisch gleiche Gerinnungszeiten {Spalte 6).

Es handelt sich bei diesem Effekt nicht um eine
Addition der Wirkungen von lipoidem Aktivator und
Thrombokinasen. Die kurzen Gerinnungszeiten, wie sie
mit dem lipoiden Aktivator, Thrombokinase und
sphingosinhaltigem Plasma ohne Inkubation erzielt
werden {Spalte 6), kOnnen so weder vom lipoiden
Alktivator (Spalte 4) noch von den Thrombokinasen
allein erreicht werden, von letzteren nicht einmal nach
vorhergegangener Plasma-Sphingosin-Inkubation {Spal-
te 5). Das Entstehen einer zusdtzlichen Aktivitat scheint
sicher zu sein.

In einer ausfiihrlicheren Mitteilung werden wir zei-
gen, dass entsprechende Mischungen von lipoidem Akti-
vator und Thrombokinasen mit sphingosinfreiem Plas-
ma nie die kurzen Gerinnungszeiten des sphingosin-
haltigen Plasmas ergeben.

Die nach Quick aus Kaninchenhirn dargestellte
Thrombokinase unterscheidet sich in ihrem Verhalten
von den Thrombokinasen anderer Herkunft (Versuch 5
und 6). Dieser Befund steht im Einklang mit den eben-
falls abweichenden Ergebnissen bei unseren vergleichen-
den papierchromatographischen Studien iiber verschie-
dene Aktivatoren und mit deren Verhalten bei den
klinischen Einstufen-Prothrombinbestimmungen. Aus-
serdem ist auffallend, dass mit Quickscher Thrombo-
kinase und mit lipoidem Aktivator nach Inkubation des
Plasmas mit Sphingosin prinzipiell eine starke Aktivi-
titssteigerung eintritt. Wir weisen in diesem Zusammen-
hang auf die Tatsache hin, dass beide Aktivatoren aus
Hirngewebe bereitet werden.

Eine Diskussion der vorliegenden Befunde ist ebenso
schwierig wie problematisch. Im menschlichen Blut
kommen sowoh] der lipoide Aktivator wie Sphingosin
und, entsprechend dem Postulat der meisten Unter-
sucher, eine Plasmathrombokinase vor. Falls letztere
die gleichen Eigenschaften wie die von uns untersuchten
Thrombokinasen aus Lungen- und Plazentagewebe
zeigen sollte und alle Faktoren mit humanem Plasma
und Hithnerplasma gleich reagieren, wiirden unserem
Organismus alle fiir die oben beschriebenen Reaktionen
notwendigen Stoffe zur Verfiigung stehen. Ein Gleich-
gewicht dieser Faktoren wiirde eine normale Gerinnung
gewihrleisten, und Konzentrationsverschiebungen der-
selben kénnten am Entstehen pathologischer Zustdnde
mit beschleunigter (Thrombose) oder verzégerter Gerin-
nung {Hamophilie u.a.) mitwirken. TocanTINS und Mit-
arbeiter! machen hierfiir auf Grund langjdhriger Unter-
suchungen eine Verminderung bzw. eine Erhthung der
Konzentration des von ihnen beschriebenen Inhibitors
«Antithromboplastin»verantwortlich. Eigenen Untersu-
chungen zufolge halten wir den Inhibitor von TOCANTINS
fiir identisch mit dem durch Sphingosinstark verunreinig-
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Sphingosineffekt und Thrombokinasen

Gerinnungszeiten des sphingosinhaltigen Plasmas mit
Thrombokinasen aus Nr Sphingosin | lipoidem Aktivator Thrombolkinase lfo’ll“ii?mil;ﬁ;?sf
! in mm?®
vor nach vor nach vor nach
Inkubation Inkubation Inkubation

Rinderlunge . . . . . . . . . . 1 a) 30 303" 42" 118" 120" 53" 1706”
b) 60 328" 192" 201" 153" 1713 104"

Rinderlunge . . . . . . . . . . 2 a) 30 335" 58" 1730” 108" 1’50" 106"
b) 60 323" 109" 133" 141" 58" 100"

Menschliche Plazenta . . . . . . 3 a) 30 5723 55" 230" 119" 53" 44"
b) 60 4’55” 100" 2741" 213" 50" 55"

Menschliche Plazenta . . . . . . 4 a) 30 9’35" 1/45" 315" 1/58" 145" 133"
b) 60 930" 218" 400" 2'25" 143" 139"

Kaninchenhirn (Quick) . . . . . 5 a) 30 400" 105" 10’55" 1/30” 630" 1/20”
b} 60 425" 1728" 13/00" 309" 500" 2'25"

Kaninchenhirn (Quick) . . . . . 6 a) 30 354" 113" 21’00" 149" 6’49" 1147
b) 60 423" 115" 17/50" 126" 618" 108"

Zusammensetzung des Gerinnungsmediums. 150 mm® Hiibnerplasma, 30 (a) bzw. 60 mm? (b) Sphingosin (5 mg/1 cm® H,0) und 30 mm?® der

jeweils angefithrten Substanzen: lipoider Gerinnungsaktivator (6 mg/l em® NaCl), Thrombokinase aus Rinderlunge (50 mg/l cm3?

NaCl), aus menschlicher Plazenta (Handelsprodukt der Amsterdamschen Chininfabrik «A.C.F»-50 mg/l c¢m® NaCl) oder aus Ka-

ninchenhirn nach Quick (20 mg/l ecm® NaCl). Die Reaktionsmischungen wurden mit H,O bzw. physiologischer NaCl-Lésung auf
270 mm?® gebracht, Technik der Gerinnungsbestimmungen nach Hecurl.

ten lipoiden Aktivator?. Auf die Méglichkeit einer Ver-
wendung unserer Befunde zur Stiitzung der von To-
CANTINS 1954 neuerdings in erweiterter Form mitgeteil-
ten Theorie der Blutgerinnung? kann an dieser Stelle
nicht ndher eingegangen werden.

Der lipoide Aktivator und Sphingosin kinnten in ge-
eigneten Mengenverhiltnissen auch am Aufbau der
«Plasmathrombokinase» beteiligt sein. Immerhin ent-
wickelt einerseits der lipoide Aktivator mit sphingosin-
inkubiertem Plasma eine Aktivitit, die sonst nur den
Thrombokinasen zukommt, und andererseits kann der-
selbe Effekt wie nach vorausgehender Plasma-Sphingo-
sin-Inkubation durch gleichzeitige Zugabe von lipoidem
Aktivator, Sthingosin und Thrombokinase zu Plasma
auch ohne Inkubation erreicht werden. Zudem ist ent-
sprechend der Auffassung von Howzrrt der lipoide,
thermostabile Aktivator der wesentliche Bestandteil
der meist thermolabilen Thrombokinasen.

Endlich erachten wir es fiir mdglich, dass bei vielen
in der Literatur beschriebenen gerinnungsférdernden
und -hemmenden Faktoren die wirksamen Stoffe mit
den Komponenten der von uns mitgeteilten Reaktionen
identisch sind.

E. Hecur

Physiologisch-chemisches Institut dev Rijhsuniversiteit
Utrecht, Abt, Bluigevinnung, den 26. Mai 1954.

Summary

The reactions of the lipoid activator and different
thrombokinases, both alone and together with sphingo-
sine-containing plasma, are described. In connection
with the results reported, the possible significance of
the physiological substances for the physiopathology
of blood clotting, and the generation of plasma throm-
bokinase, is discussed.
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Ricerche farmacologiche sui lisati di organi

VII. Azione dei lisati di muscolo sul cuove di Rana bloccato
mediante la prima legatura di STANNIUS

Premesse. Praticando una legatura a qualsiasi livello
degli atri del cuore di Rana, a partire dal punto di
sbocco del seno venoso nell’atric destro, fino al limite
del solco atrio-ventricolare, si provoca l'arresto imme-
diato dell’organo in tutte le parti sottostanti la legatura,
mentre quelle sovrastanti continuano a pulsare con ritmo
inalterato (prima legatura di STANNIUS}. Se nel cuore
cosl bloccato si pratica una seconda legatura, in cor-
rispondenza del solco atrio-ventricolare, il ventricolo
ricomincia a pulsare (seconda legatura di Stawnius).
Il fenomeno s’ottiene sia sul cuore isolato che in sitw.

Le classiche esperienze dello Stannius sono troppo
note perché ci si debba soffermare a illustrarle in det-
taglio; d'altra parte, tutte le ipotesi avanzate per poter
interpretare l'intimo meccanismo dei fenomeni non
hanno resistito ad una critica rigorgsal. Diremo soltanto
che il blocco provocato dalla prima legatura &, general-
mente, reversibile spontaneamente, per cui, dopo un
periodo di arresto pilt o meno lungo, che pud protrarsi
fino a un’ora, le pulsazioni riprendono. Se, perd, prima
di operare la legatura, s'¢ provveduto a rimuovere ogni
residuo di sangue, mediante un accurato lavaggio con
liquido di RINGER, la riattivazione spontanea del cuore
nen s’ottiene, rimanendo esso inerte fino alla morte
(SKRAMLIK?).

Da. ricerche che da tempo andiamo conducendo {Sca-
RINCI®; ScARINCI e ZARA%Y), sono emerse attivitd pecu-

1 Per una dettagliata rassegna sull’argomento, vedasi la mono-
grafia del C. J. ROTHBERGER, in A. BETHE e G. BErGMANN, Hand-
buch der normalen und pathologischen Physiologie (Julius Springer,
Berlin 1926).

? E. SkramLIK, Piliiger’s Arch. 183, 120 (1920).

3 V. ScaRrinci, Arch. int. Pharmacodyn. 82, 365 (1950).

4 V.Scarincie E.ZaRra, Arch. Sci. biol. 37, 388 (1953); #bid., in
stampa.



